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Csf1rΔFIRE  mice  succumbed  to  prion  disease  much  earlier  than  wild‐type  mice,  the 
accumulation of prions in their brains was reduced. Instead, astrocytes displayed earlier, non‐
polarized reactive activation with enhanced synaptic pruning and unfolded protein responses.  30 
Our  data  suggest  that  rather  than  engulfing  and  degrading  prions,  the  microglia  instead 
provide neuroprotection and restrict the harmful activities of reactive astrocytes.  
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colony  stimulating  factor  1  receptor  (CSF1R)  (Hume  et  al.,  2020).  Microglia  have  been 
attributed  essential  functions  in  the  development  and  homeostasis  of  the  CNS  including 
synaptogenesis,  neurogenesis  and  maturation  of  neuronal  circuits  (Prinz  et  al.,  2019). 










associated  isoform  (PrPSc)  (Prusiner,  1982).  The  accumulation  of  PrPSc  within  the  brain  is 50 
accompanied by the impairment of neuronal dendritic spines and synapse structures, glial cell 
activation, vacuolar (spongiform) degeneration and ultimately neurodegeneration. Inhibiting 
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Csf1rΔFIRE  transgenic  mice  and  wild‐type  (Csf1rWT)  littermate  controls  were  injected 80 
intracerebrally (IC) with the ME7 strain of mouse adapted scrapie prions. As expected, all the 






CNS  prion  disease  in  mice  is  associated  with  profound  motor‐coordination 
disturbances (Heitzman and Corp, 1968). Since microglia are proposed to be involved in the 
development of the cerebellum and motor function (Kana et al., 2019), we used longitudinal 90 
gait  analysis  to  determine  whether  microglia‐deficiency  affected  the  onset  of  motor 
disturbances during CNS prion disease (Figure 1B‐D).   Contrary to the published study, our 





mice  regardless of genotype  (Figure 1B) but diverged by 10 days post  infection  (dpi) with 
prions and was maintained until 63 dpi (9 weeks) in Csf1rΔFIRE mice and 108 dpi (15 weeks) in  
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The  brains  of  terminally‐affected  Csf1rWT  mice  displayed  abundant,  activated 
microglia  (allograft  inhibitory factor‐1‐positive  [AIF1+] cells), whereas these cells and other 120 
potential  AIF1+  CNS‐infiltrating  mononuclear  phagocyte  populations  remained  absent  in 
uninfected and terminally‐affected Csf1rΔFIRE mice (Figure 2A&B)(Rojo et al., 2019). RT‐qPCR 
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Itgam  (Figure  2E),  Cx3cr1  (Figure  2F)  and  Tmem119  (Figure  2G)  were  also  significantly 
increased in Csf1rWT mice, but absent in Csf1rΔFIRE mice at the terminal stage of prion infection. 
The monocyte  chemokine  receptor Ccr2  (Figure  2H)  was  significantly  increased  following 
prion  infection  in  Csf1rWT mice, but not  in Csf1rΔFIRE mice.  Together,  these data  show  that 130 
onset  of  CNS  prion  disease was  accelerated  in Csf1rΔFIRE mice  in  the  complete  absence  of 
microglia.  Notably, the Csf1rΔFIRE mice are not monocyte‐deficient but their monocytes lack 





Assessment  of  hippocampal  CA1  pyramidal  cells  in  hematoxylin  and  eosin  stained  brain 
sections (Figure 3A) revealed no difference in neuronal density or the frequency of pyknotic 
(apoptotic)    neuronal  nuclei  between  terminal  prion‐infected  Csf1rWT  and  Csf1rΔFIRE  mice 140 
despite  the  difference  in  time  of  onset  of  pathology  (Figure  3B).    The  prion‐specific 
vacuolation was also comparable in most brain areas of Csf1rWT and Csf1rΔFIRE terminal prion‐
infected mice, except for a significant reduction of vacuolation in the cerebellar cortex (G2), 
inferior  and  middle  cerebellar  peduncles  (W1)  and  decussation  of  superior  cerebellar 
peduncles (W2) of brains from prion‐infected Csf1rΔFIRE mice (Figure 3C).  This suggested the 
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(PrPd)  in  the brains of Csf1rΔFIRE mice  at  the  terminal  stage was  approximately  50% of  the 
intensity detected in Csf1rWT mice (Figure 4A). Since the accumulation of PrPSc within the brain 
increases  as  the  infection  proceeds  (Tatzelt  et  al.,  1999),  this  finding  is  most  likely  a 
consequence  of  their  significantly  shortened  survival  times  and  implies  that  microglia 
deficiency produces hyper‐sensitivity to the accumulation of PrPSc . 
CNS prion disease is accompanied by extensive reactive astrocytosis characterized by 
high  levels of expression of glial  fibrillary acidic protein, CD44 and  the CD44v6 alternative 
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splice  variant  (Bradford  et  al.,  2019).  Microglia  and  microglial‐derived  factors  have  been 
shown to induce reactive astrocytosis in a range of neurodegenerative conditions (Liddelow 170 
et al., 2017, Kunyu Li, 2019, Vainchtein and Molofsky, 2020). Despite the absence of microglia, 
reactive  astrocytes  expressing high  levels  of GFAP  (Figure 4B)  and CD44  (Figure 4C) were 
increased  in  the brains of prion‐infected Csf1rΔFIRE mice but  the  level of GFAP+ and CD44+ 








Absence of  induction of neurotoxic  ‘A1’ or neuroprotective  ‘A2’ reactive astrocyte‐associated 
genes in the brains of prion‐infected microglia‐deficient mice. 
Reactive astrocytes may be classified into distinct functional subclasses; an A1 subclass with 
neurotoxic  activity  and  A2  astrocytes  considered  neurotrophic  (Liddelow  et  al.,  2017). 
Microglia‐derived  factors  have  been  implicated  in  the  induction  of  pan‐  and  A1‐reactive 
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of  mice  infected  with  ME7  scrapie  prions  (Donaldson  et  al.,  2020),  neuroprotective  A2 
astrocyte‐associated genes (B3gnt5, Ptx3) were not induced in the brains of infected Csf1rWT 
or Csf1rΔFIRE mice (Figure 5H, I) . Together these data show that CNS prion disease in microglia‐
deficient  Csf1rΔFIRE  mice  is  accompanied  by  reactive  astrocytosis,  but  lacks  evidence  of  a 
neurotoxic A1 or neuroprotective A2 profile.   210 
 
.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 





To  determine  how  disease  progression  was  affected  by  the  absence  of  microglia, 
brains were  collected  from  groups  of Csf1rWT  and Csf1rΔFIRE mice  at  98  dpi  prior  to  overt 















burden  of  prions  in  the  spleen  and  other  secondary  lymphoid  organs,  and  by  doing  so, 
enhanced  their  rate  of  spread  to  the  brain.  However,  such  an  effect  was  unlikely  to 
responsible  for  the accelerated prion disease  in Csf1rΔFIRE mice,  as  a  similar  abundance of 
prion‐specific PrPd was detected on FDC  in the spleens of Csf1rΔFIRE mice and Csf1rWT mice 
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The  increased  pathology  in  multiple  brain  regions  by  98  dpi  (Figure  6A&B)  was 
associated with profound astrocytosis in the Csf1rΔFIRE mice.  Figure 7A, B & C shows increased 240 
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infected  Csf1rWT  mice  (Figure  8A‐C).  Immunohistochemical  analysis  also  revealed  PERK‐P 
expression in GFAP+ reactive astrocytes and neurons in infected Csf1rΔFIRE mice (Figure 8D). 
However, by the terminal stage of prion infection similar levels of eIF2α‐P were detected in 
the  brains  of  each  mouse  group  despite  the  Csf1rΔFIRE  mice  succumbing  to  clinical  prion 
disease earlier (Figure 8E & 8F).    Thus, these data suggest that the earlier astrocyte activation 










other  cells  such  as  reactive  astrocytes.   We  conclude  that  the  non‐redundant  function  of 
microglia  is  to  moderate  the  harmful  effects  of  reactive  astrocytes  and/or  to  provide 
supportive  factors  to  neurons  (Sariol  et  al.,  2020).  Consistent  with  that  interpretation, 280 
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though  slower,  clearance  of  neurons  in  the  absence  of  microglia  (Damisah  et  al.,  2020).  
Previous studies have used  a CSF1R kinase inhibitor to infer the role of microglia in CNS prion 
disease  and  reported  that overall  expression of A1‐  and A2‐  reactive  astrocyte‐associated 
transcripts in the brain was enhanced upon microglial depletion (Carroll et al., 2018, Carroll 
et  al.,  2020).    However,  use  of  CSF1R  inhibitor  can  lead  to  partial  depletion  of microglia, 
impact other kinases (e.g. KIT, FLT3), cause localized microglial cell death and likely impact 






(G3)  region  of  the  brains  of Csf1rΔFIRE mice  at  98  dpi with  prions was  coincident with  the 






The  reactive  astrocytes  in  the  brains  of  infected  Csf1rΔFIRE  mice  also  displayed 
increased  phosphorylated  activation  of  PERK  and  eIF2α  in  the  unfolded  protein  response 
pathway. Targeted blockade of this pathway specifically in astrocytes has proved beneficial 
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In  conclusion,  our  data  indicate  that  the  microglia  provide  neuroprotection 





transcripts  that  were  significantly  depleted  when  compare  to  wild‐type  mice,  and  were 
presumably not compensated by astrocytes or other cells (Rojo et al., 2019).  That list does 
not include most endosomal and lysosome‐associated genes that are more highly expressed 
by microglia  and  by  inference must  be  upregulated  by  other  cells  in  Csf1rΔFIRE mice.    An 
overlapping  gene  list  was  generated  by  expression  profiling multiple  brain  regions  in  the 
Csf1rko rat (Pridans et al., 2018). Amongst the most down‐regulated transcripts are the three 320 
subunits of C1q, which have been implicated in regulating astrocyte function (Liddelow et al., 





.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 
The copyright holder for this preprintthis version posted January 6, 2021. ; https://doi.org/10.1101/2021.01.05.425436doi: bioRxiv preprint 
16 
 
may  provide  novel  intervention  treatments  against  these  devastating  neurodegenerative 
disorders.   
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Mice  were  infected  at  10  weeks  old  via  intracerebral  injection  with  20  µl  of  a  0.01% 
(weight/volume) brain homogenate prepared from mice terminally infected with ME7 scrapie 
prions. Mice were culled at the intervals  indicated after exposure, or observed for signs of 
clinical  prion  disease  as  described  elsewhere  (Brown  and Mabbott,  2014)  and  culled  at  a 
standard  clinical  end‐point.  Disease  incubation  periods  were  calculated  as  the  interval 
between injection and positive clinical assessment of terminal prion disease. 
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G1,  dorsal  medulla;  G2,  cerebellar  cortex;  G3,  superior  colliculus;  G4,  hypothalamus;  G5, 
thalamus; G6, hippocampus; G7, septum; G8, retrosplenial and adjacent motor cortex; G9, 





acid  for  10  min,  endogenous  peroxidases  were  quenched  by  immersion  in  4%  H202  in 
methanol for 5 min. Sections were incubated overnight with primary antibodies (see Table 1). 
Primary  antibody  binding  was  detected  using  biotinylated  goat  anti‐species  specific 370 
antibodies (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) where necessary and visualized using 
the Elite ABC/HRP kit (Vector Laboratories, Peterborough, UK) and diaminobenzidine (DAB) 
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at  98°C  for  15  min  in  1x  SDS  sample  buffer  (Life  Technologies)  and  separated  via 
electrophoresis through 12% Tris‐glycine polyacrylamide gels (Nupage, Life Technologies) and 
transferred  to  polyvinylidene  difluoride  PVDF  membranes  by  semi‐dry  electroblotting. 390 
Primary antibodies (see Table 1) were detected by horseradish peroxidase‐conjugated goat 
anti‐species  specific  antibody  (Jackson  Immunoresearch)  and  visualised  via 
chemiluminescence  (BM  Chemiluminescent  substrate  kit,  Roche,  Burgess  Hill,  UK)  as 
described previously (Bradford et al., 2017). 
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values  for  immunostaining  were  calculated  using  ImageJ  software  following  H‐DAB 
deconvolution. Mean grey OD values were measured from DAB grayscale images (scaled 0–







significantly  greater  than  the  null  hypothesis  confirm  significant  co‐localisation  of 410 
fluorochromes. The assessment of relative synaptic pruning was calculated as the % of PSD95 
staining co‐localised with GFAP relative to total PSD95. Western blot images were subjected 
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set  and  area  under  the  curve  measurements  taken  (pixels).  For  PrPC  and  PrPSc  relative 
expression  levels were  calculated  as  a  percentage  relative  to  a  control  normal  brain  PrPC 
measurement. 
Real‐Time quaking induced conversion (RT‐QuiC) 
Brain  homogenates  were  diluted  at  10−3  volume/volume  in  PBS.  RT‐QuIC  reaction  mix 
prepared as follows: 10 mM phosphate buffer (pH 7.4), 170 mM NaCl (total 300 mM including 
phosphate  buffer),  0.1  mg/mL  recombinant  PrPc  (Bank  Vole  23–230,  (Orrú  et  al.,  2015) 420 
construct  kindly  provided  by  Byron  Caughey),  10  μM  Thioflavin‐T  (ThT),  and  10  μM 
ethylenediaminetetraacetic  acid  tetrasodium  salt  (EDTA).  Reactions  were  performed  in 
quadruplicate. Aliquots of the reaction mix (98 μL) were loaded into each well of a black 96‐
well  plate  with  a  clear  bottom  (Thermo  Scientific)  and  seeded  with  2  μL  of  BH  dilution. 
Samples were incubated in a FLUOstar® OMEGA plate reader (BMG LABTECH Ltd.) at 42°C for 
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kit  (Qiagen).  RNA  was  Dnase  treated  (Promega)  to  remove  genomic  DNA.  Reverse 
transcription of polyA mRNA from 5 µg total DNA‐free RNA was performed using Superscript 
First  Strand  Synthesis  (Invitrogen)  with  Oligo‐dT  primers.  Quantitative  PCR  (qPCR)  were 
performed using SYBR master mix  (Rox)  (Roche) on an MX3005pro  (Stratagene) using  the 440 
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Statistical  analysis  was  performed  using  GraphPad  Prism  6.01  (GraphPad  Software  Inc.). 
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Figure  1. Csf1rΔFIRE mice  rapidly  succumb  to  prion  disease  (A)  Survival  curve  following  IC 
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mice,  relative  protein  sizes  indicated  in  kilodaltons  (kDa)  N=3‐6  mice  per  group  relative 






GFAP  accumulation  and  (C)  CD44  accumulation  are  reduced  in  terminal  prion‐infected 
Csf1rΔFIRE  brains  compared  to Csf1rWT brain  assessed  by  relative  intensity  of  DAB  (brown) 
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PERK  (PERK‐P),  phosphorylated  eIF2α  (eIF2α‐P),  β‐actin  and  total  PrP.  (N=4  mice/group, 
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